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A composition for the sustained and controlled delivery of a medicinal peptide-containing substance having formula (I): 
Ac-D-Nal-D-pClPhe-R^-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH^ in which R 3 is D-Pal or D-Top, is prepared. The composi- 
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(57)Abrege 

On prepare une composition destinee a radministration prolongee et controlee d'une substance medicamenteuse peptidi- 
que de formule(I): Ac-D-NaI-D-pCIPhe-R3-SerTyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2, dans laquelle R 3 designe D-Pal ou D- 
Trp. La composition se presente sous forme de microspheres en materiau polymere biodegradable incorporant un sel insolu- 
ble dans 1'eau dudit peptide de formule (I). 
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Composition pour la liberation prolongee et 
controlee d»une substance medicamenteuse peptidique 
et procede pour sa preparation 



L 1 invention a pour objet une composition destin^e k la 
liberation prolong^ et controlee d'une substance 
m§dicamenteuse peptidique de forntule (I) : 

Ac-D-Nal-D-pClPhe-R 3 -Ser-Tyr»D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (I) 

dans laquelle R 3 designe P-Pal ou D-Trp. 

De tels peptides sont des analogues du LHRH et peuvent 
etre avantageusement utilises dans le . traitement 
th^rapeutique de troubles hormono-dependants. Dans la 
formule (I) ci-dessus, £ moins qu'il en soit sp6cifi6 
autrement, les acides amines sont d£sign6s de fagon 
convent ionnelle et poss&dent la configuration L; D-Nal 
designe D-3- (2-naphtyl) - alanine et D-Pal designe D-3- (3- 
pyridyl) - alanine. 

La composition selon 1' invention se presente sous forme 
de microspheres en materiau polymere biodegradable 
ihcorporant un sel insoluble dans l'eau du peptide de 
formule (I). Une telle composition incorporant par exemple 
au moins 5% en poids de sel insoluble par rapport au poids 
de materiau polymfcre biodegradable, peut lib<§rer le peptide 
de formule (I) de manifcre controlee durant plusieurs jours 
aprfcs son administration par voie parent&rale k l'homme ou 
1 ' animal . 

L 1 invention a 6gaiement pour objet un procede pour la 
preparation d'une composition telle que d^finie ci-dessus. 
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II consiste a convertir premierement un sel.du peptide 
de formule (I) soluble dans l'eau en un sel de peptide 
insoluble dans l'eau, puis a mettre en suspension ledit sel 
de peptide en suspension dans une solution de materiau 
polymere biodegradable, a convertir ladite suspension en une 
emulsion de type huile-dans-eau et finalement isoler les 
microspheres de polymere biodegradable apres transfert de 
1- emulsion huile-dans-eau dans un exces de milieu agueux. 

Diverses solutions ont ete" proposes a ce jour pour la 
preparation de compositions a liberation prolongee et 
contr816e de substances mSdicamenteuses , mettant en oeuvre 
la fabrication d 1 implants biodegradables , la 
microencapsulation ou la preparation de matrices poreuses 
biodegradables se presentant, par exemple, sous forme de 
microspheres ou microparticules de dimensions diverses. On 
peut citer a ce propos EP A 0.052.510 pour la 
microencapsulation par separation de phases de drogues 
hydrosolubles et EP A 0.058.481 ou US A 3.976.071 pour la 
preparation d' implants ou de matrices poreuses 
biodegradables a base de polylactide ou co-polylactide- 
glycolide pour l'essentiel. Ces techniques font appel a la 
dissolution prealable dans un solvant organique du- polymere 
ou copolymere biodegradable utilise comme support, le cas 
ech^ant a la dissolution de la substance m^dicamenteuse 
elle-meme. 

D'autres techniques, conduisant dgalement a la formation 
de microcapsules ou de microspheres, font appel a des 
procedes d'emulsification. la phase essentielle de tels 
procedes consistant a obtenir une emulsion de type huile- 
dans-eau a partir d'une solution organique de materiau 
polymere et d'une solution aqueuse de peptide - voir a ce 
propos US-A-4. 384,975,, 3.89.1.570, 4.389.330, 3.737.337, 
4.652.441 ou WO-90/13361 - . Dans tous les cas de figure 
cependant, l'homme du metier est force de developper des 
techniques complexes et difficiles a maitriser, afin de 
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reduire au mieux les pertes de substances actives 
peptidiques eminemment hydrosolubles, comme par exemple la 
double emulsif ication. 

S'agissant de mettre en oeuvre, au cours d'un tel 
procede, la formation d'une Emulsion de type huile-dans-eau 
suivie de son transfert dans un milieu aqueux, le proc£de de 
1 ' invention permet contre toute attente^ de surmonter 
avantageusement les ddfauts des techniques connues k ce 
jour. 

En effet, en procedant preincrement £ la conversion d'un 
sel peptidique hydrosoluble en un sel de peptide insoluble 
dans l'eau, 1' invention' of f re k I'homme du metier un moyen 
particuli&rement original de tirer parti des solubilit6s 
relatives des ingredients mis en jeu, plus particuli^rement 
des solvants et "non-solvants" mis en jeu. 

Ledit procede se caracterise par le fait que: 

a. on convertit un sel du peptide de formule (I) soluble 
dans l'eau en un sel de peptide insoluble dans 
l'eau; 

b. on met ledit sel de peptide insoluble dans l'eau en 
suspension dans un milieu organique contenant le 
materiau polym&re biodegradable £ l'etat dissout; 

c. on disperse ladite suspension organique dans un 
milieu aqueux formant la phase continue de 
1' emulsion resultant e; 

d. on transffcre ladite emulsion dans un exc^s de milieu 
aqueux et finalement s6pare de la phase liquide les 
microspheres ainsi obtenues. 

-La premiere phase du procede consiste k convert ir, au 
moyen des techniques usuelles, le sel de peptide soluble 
dans l'eau en un sel de peptide insoluble dans l'eau. Par 
"soluble dans l'eau", on entend un sel peptidique possedant 
une solubilite dans l'eau superieure ou egale kO,l mg/ml k 
25°C,. de preference superieure ou egale k 1,0 mg/ml. 
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Par -insoluble dans l'eau- on entend un sel peptidique 
possedant une solubi'lite dans l'eau -inferieure ou egale k 
0,1 rag/ml a 25?C. Des sels de peptides tels le pamoate, le 
tannate, le stearate ou le palmitate repondent k cette 
definition. 

A titre de materiau. polymere biodegradable, on utilise 
un polylactide, un polyglycolide, un copolymere d'acides 
lactigue et glycolique. 

A titre de materiau polymere prSferentiel, il convient 
de citer les copolymeres d'acides lactique et glycolique 
(PLGA), en particulier les copolymeres d' acide L- ou D, L- 
lactique contenant de 45 k 90% (mole %) de motifs acide 
lactique, respectivement de 55 a 10% (mole %) de motifs 

acide glycolique. 

A titre de solvant du materiau polymere choisi, on 
utilise un solvant organique tel le chlorure de methylene 
par exemple, dans tous les cas un solvant se comportant 
comme un -non-solvanf pour le sel de peptide retenu. 

Selon 1- invention, une fois ledit sel mis en suspension 
dans la solution organique de materiau polymere, celle-ci 
est incorporee a une quantite predetermine d'un milieu 
aqueux. le plus generalement de l'eau additionnee d'un agent 
tensio-actif approprie. Le but vise est la formation rapide 
d'une emulsion liomogene, de type huile-dans-eau, ledit 
milieu aqueux faisant office de phase continue. Divers 
facteurs interviennent dans la preparation d'une' telle 
emulsion, qui a leur tour conditionnent la taille ou la 
structure des microspheres resultant du processus. L'un des 
facteurs a prendre en consideration est la vitesse 
d' addition de la solution organique au milieu aqueux; un 
autre peut etre la temperature ou encore la vitesse 
d' agitation ou l'energie de dispersion (sonication) , ce 
dernier parametre influant notamment sur la taille des 
microspheres finales. II est du ressort de l'homme du metier 
de mettre en oeuvre les methodes et conditions 
d'emulsification appropriees au but vise. 
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En cours de realisation de la dite emulsion, il peut 
§tre Egalement avantageux de modifier le rappoft volumique 
des phases en presence, notamment de diminuer le volume 
initial de la phase organique par rapport it celui de la 
phase aqueuse. Selon les cas, vu la volatility des solvants 
organiques mis en jeu f le chlorure de mEthylEne par exemple, 
une Evaporation intervenant spontanement lors de 1* agitation 
peut dEj& se reveler suffisante; dans d'autres, l'on peut 
accElErer le phEnomEne souhaitE en pratiquant une 
Evaporation partielle, sous pression rEduite. 

Une fois 1' Emulsion organique-aqueuse stabiiisee, celle- 
ci est transferee dans une quantitE excEdentaire de milieu 
aqueux, le plus gEnEralement de l'eau. Une telle opEration 
vise k amplifier le durcissement des microspheres 
embryonnaires formees dans 1* Emulsion, par extraction du 
solvant organique encore prEsent dans lesdites microspheres. 
Cette opEration vise Egalement k Eliminer simultanEment les 
traces encore prEsentes d* agent tensio-actif qui pourraient 
subsister dans la masse de polymEre en cours de durcissement 
terminal. On notera que.l'eau est un "non-solvant" aussi 
bien pour le matEriau polymEre biodEgradable, tel le PLGA 
par exemple, que pour le sel de peptide prEsent au sein .des 
dites microspheres. Cette situation favorise d'autant 
1' extraction nEcessaire de solvant rEsiduel du polymEre, 
CH2CI2 par exemple. 

AprEs transfert de ladite Emulsion dans un excEs de 
milieu aqueux, on recueille les microspheres durcies 
conformement aux techniques usuelles, par, exemple la 
centrifugation, la filtration ou la dEcantation. Lavages, 
purifications et sEchages s'effectuent de mSme. 

L'un des avantages du procedE de 1' invention est qu'il 
permet I'obtention de microspheres dont la taille peut etre 
controlEe aveq prEcision, ce controle s'opErant 
essentiellement lors de la prEparation de l 1 Emulsion 
(vitesse d'agitation par exemple). Un autre avantage tient 
au taux de charge peptidique particuliErement ElevE que 1' on 
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peuc obtenir, 5, 10 voire 20% poids ou plus selon les cas. 
En outre, le rendement de 1 ■ incorporation du peptide ou sel 
de peptide est particulierement Sieve; ceci est notammentdu 
h la conversion prealable du sel peptidique hydrosoluble en 
sel insoluble dans l'eau. 

Les microspheres obtenues conformement au procedS de 
1- invention a partir des ingredients susmentionnes sont 
alors utilisees, apres une sterilisation adequate, pour la 
preparation de suspensions destinees a une administration 
par voie parenteral, par exemple une injection intra- 
musculaire ou sous-cutanee. 

L ' invention est illustrSe au mbyen des exemples ci- 
apres. De tels exemples ne sont en aucun cas limitatifs. 



Exemple 1 

3 g d' acetate de 1' analogue de LHRH de formule 

Ac-D-Nal-D- P Cl-Phe-D-Pal-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 
ont ete convertis en pamoate correspondant selon les 
techniques usuelles et traites de facon a obtenir des 
particules de dimension moyenne d' environ 10 microns. 

0,317 g du dit pamoate et 1,683 g de PLGA 75:25 (mole %) 
ont ete mis en suspension dans 20 ml de CH 2 CL 2l puis ladite 
suspension ajoutee a 20 ml de CH 2 CL 2 contenant a l'etat 
dissout 1,683 g de copolymere d'acides D,L-lactique et 
glycolique ( PLGA) 75:25 (mole % / viscosite inherente 0,82 
dans HFIP). Le melange a ete effectue a temperature 
ambiante, sous agitation, de sorte a obtenir une suspension 

parfaitement homogene. 

La suspension resultante a ensuite ete dechargee en une 
seule fois dans 500 ml de solution de methoxycellulose a 
0,075% dans l'eau et 1' agitation du melange poursuivie 
durant environ. 90 min a temperature ambiante (vitesse 
d' agitation 900 tours /min) . L' evolution de 1" emulsion est 
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suivie periodiquement, en moyenne toutes les 30 minutes, par 
prelevement d'un echantillon et examen des microspheres 
presentes au microscope. 

Une fois l 1 agitation terminee (stabilisation de la 
reduction de taille des microspheres), ladite Emulsion est 
transferee en une seule fois dans 2 1 d'eau maintenue k 
environ. 10°C, le melange etant agite jusqu'Si son 
homogeneisation. 

Les microspheres de PLGA ont &t& isoiees du melange 
r^actionnel et purifiees par une succession de 
centrifugations alternant avec lavage avec H2O, et 
finalement filtr6es et s^ch^es sous pression r£duite. On a 
ainsi recueilli 1,61 g (rdt 80%) de microspheres de PLGA 
comportant plus de 94% de particules de diam^tre inferieur k 
100 microns (max. k 55-85 microns). 

Apres analyse (dissolution de la masse de PLGA, 
extraction et determination du peptide par HPLC), on 
constate que le taux de charge des microsphere's en pamoate 
est de 9,05% poids (theorique: 10%). 

Les microspheres ainsi obtenues ont ensuite iti soumises 
a une sterilisation par rayons gamma et mises en suspension 
dans un v£hicule sterile approprie. Les tests in vivo 
(dosage du taux de testosterone sanguin chez des rats mSles) 
confirment la liberation reguliere de la substance active. 

Exemple 2 

On a procede exactement comme indique k 1' Exemple 1, en 
utilisant 0,634 g du pamoate d' analogue de LHRH pour 1,366 g 
de PLGA 75:25. 

Microspheres de PLGA: 1,70 g (rdt 85%). 

Taux de charge: 18,3% (theorique: 20%). 
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Les microspheres ainsi obtenues ont ensuite ete soumises 
a une sterilisation par rayons gamma et raises en suspension 
dans un vehicule 'sterile approprie. Les tests in vivo 
(dosage du taux de 1' analogue dans le serum sanguin chez les 
rats males) confirment la. liberation n§guliere d' une 
guantite biologiguement significative de substance active 
sur au moins 24 jours. 



DUREE (jours) 


DOSAGE DU PEPTIDE (ng/ml) 


0+3 heures 


47,1 


1 


48,9 


2 


52,2 


3 


46,9 


6 


50,4 


8 


40,1 


10 


42,1 


14 


29,8 


16 


33,5 


20 


33,0 


24 


25,6 



Ces resultats sont aussi confirmes par les analyses faites 

sur des sujets sacrifies a J30 : perte de poids des 

testicules d'au moins 80%. pertes de poids des vesicules 
seminales d'au moins 90%. 
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Exemple 3 

On a r£p6td le proc6d6 de l 1 Exemple 1, utilisant 3 g 
d' acetate de 1* analogue de LHRH de formule 

Ac-D-Nal-D-pCl-Phe-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 

Apr6s conversion du dit acetate en pamoate correspondant 
et traitements subs^quents tels que d£crits h 1' Exemple 1, 
on a obtenu des- microspheres en mat£riau polym&re pr&sentant 
les memes caract6ristiques que prec&iemment . 
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REVINDICATIONS 



1. - composition destine a la liberation prolonged et 
contr61£e d'une substance medicament euse peptidique de 
formule (I) : 

Ac-D-Nal-D-pClPhe-R3-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

dans laquelle R 3 designe D-Pal ou D-Trp, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous forme de microspheres en matdriau 
polymere biodegradable incorporant un sel insoluble dans 
l'eau du peptide de formule (I). 

2. - Composition selon revendication 1, caracterisee en ce 
que le sel peptidique insoluble dans l'eau est un pamoate, 
tannate, stearate ou palmitate. 

3. - composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee 
en ce que le materiau polymere biodegradable est un 
polylactide, un polyglycolide ou un copolymere d'acides 
lactique et glycolique. 

4. - composition selon la revendication 3, caracterisee en ce 
que le copolymere d'acides lactique et glycolique est un 
copolymere d' acide L- ou D, L- lactique contenant de 45 k 
90% (mole) de motifs acide lactique, respectivement de 55 a 
10% (mole) de motifs acide glycolique. 

5. - composition selon l'une des revendi cat ions 1 a 4, 
caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme de 
microspheres de copolymere d'acides lactique et glycolique 
75:25 (rapport molaire) incorporant au moins 5% en poids de 
pamoate d'un peptide de formule (I) . 
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6. - Utilisation d'une composition selon l'une des 
revendications 14 5 pour la preparation d'une suspension 
destinee k une administration par voie parentirale. 

7. - Procede pour la preparation d'une composition selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que 

a) on convertit un sel du peptide de formule (I) soluble 
dans l'eau en un sel de peptide insoluble dans 
l'eau; 

b) on met en suspension ledit peptide, respectivement 
sel de- peptide- insoluble dans l'eau en suspension 
dans un milieu organigue contenant le materiau 
polyro&re biodegradable k retat dissout; 

c) on disperse ladite suspension organique dans un 
milieu aqueux formant la phase continue de 
1' emulsion resultante; 

d) on transffcre ladite emulsion dans un exc£s de milieu 
aqueux et finalement separe de la phase liquide les 
microspheres ainsi obtenues. 

8. - Procede selon la revendication 7 caracterisee en ce 
qu'avant de transferer 1' emulsion huile-dans-eau dans un 
excfes de milieu aqueux, on procede 4 une evaporation 
partielle du solvant organique constituant la phase huile. 

9. - Un procede selon la revendication 7 caracterise en ce 
que le sel de peptide insoluble dans l'eau est un pamoate, 
tannate, stearate ou palmitate. 

10. - Un procede selon l'une des revendications 7 4 9, 
caracterise en ce que le mat6riau -polymfere biodegradable est 
un polylactide, unpolyglycolide ou un copolymere d'acides 
lactique et glycolique. 



WO 93/01802 



PCT/CH92/00146 



- 12 - 

U.- On procede selon la revendication 10, caracterisS en ce 
que le copolymere d' acide L- ou D, L- lactique contenant de 
45 a 90% (mole) de motifs acide lactique, respectivement de 
55 a 10% (mole)de motifs acide glycolique. 
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